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REVENDICATIONS 1 . Procede de lyse d'un echantillon 
biologique comprenant au moins un micro-organisme de type 
bacterie, pour liberer au moins un materiel nucleique d'interet 
appartenant audit micro-organisme, selon lequel: 

± PROCEDE DE LYSE DE MICRO-ORGANISME La presente 
invention concerne un procede de lyse de micro-organisme, 
permettant de maniere generale de rompre ce dernier, 
notamment la membrane d'une ou plusieurs cellules, pour 
liberer au moins un materiel nucleique d'interet, par exemple 
acide desoxyribonucleique (ADN) et acide ribonucleique (ARN) 
a traiter posterieurement, notamment analyser. 

Le document US-C-5,643,767 divulgue un procede de lyse pour 
separer les ADN ou ARN de cellules dans une solution liquide. On 
utilise a cette fin un contenant qui contient un solvant pour extraire 
TARN ou I'ADN, une pluralite de particules ayant 0,1 a 1 mm de 
diametre, et au moins une particule plus grande ayant de 3 a 5 mm 
de diametre. Un mouvement est applique au contenant ainsi rempli, 
a savoir un mouvement de secousse. II est expressement indique 
dans ce document que ce mouvement est prefere a un mouvement 
de rotation, tel que genere avec un melangeur ou autre 
homogeneiseur, parce que avec un mouvement de rotation les 
cellules ne font simplement que tourner dans le meme sens, et 
n'ont pas de collision efficace entre elles et avec les billes, pour etre 
ecrasees entre les billes. 
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(57) Abstract 



The invention concerns a lysis method for a biological sample comprising at least one micro-organism of the bacteria type, for 
releasing a nucleic material of interest belonging to said micro-organism, which consists in: providing in a container a biological sample 
in liquid medium; providing in said container at least one particulate material, relatively hard, and substantially inert with respect to the 
nucleic material; submitting the biological sample and particulate material mixture to a movement. The invention is characterised in that in 
combination, the selected movement is of the vortex type, and satisfies the following conditions: the particulate material consists of beads 
with diameter between 90 and 150 p.m\ and the apparent volume of the beads (Vb) and the volume of the liquid sample (Ve) arc linked by 
the relationship Ve - a.Vb, with a ranging between 1.4 and 10 when the container is tubular in shape, and a is not more than 2.1 when 
the container is in the shape of a disk; under such conditions, without any addition of reagent and/or additional process, the method consists 
in releasing directly into the liquid medium the nucleic material in native state and accessible to any reagent in a subsequent process. 

(57) Abreg<§ 



Proc6d6 de lyse d'un 6chantillon biologique comprenant au moins un micro-organisme de type bact6rie, pour libe>er un materiel 
nuclcMque d'interet appartenant audit micro-organisme, selon lequel: on dispose dans un contenant un echantillon biologique en milieu 
liquide, on dispose dans ledit contenant au moins un mat6riau particulaire, relativement dur, et substantiellement inerte par rapport au 
materiel nucleique, on soumet le m61ange de Techantillon biologique et du materiau particulaire a un mouvement, caracterise en ce que, en 
combinaison: le mouvement choisi est de type vortex, et rdpond aux conditions suivantes: le materiau particulaire est constitud de billes 
de diametre compris entre 90 et 150 fim, et le volume apparent des billes, Vb, et le volume de Techantillon liquide, Ve, sont lies par la 
relation Ve = or.Vb, avec a compris entre 1,4 et 10 lorsque le contenant est de forme tubulaire, et a est inferieur ou 6gal a 2.1 lorsque le 
contenant est de forme disque, moyennant quoi, sans ajout de r6actif et/ou 6tape ope>atoire supplgmentaire, on libere directement dans le 
milieu liquide le materiel nucldique a Pdtat natif et accessible a tout r6actif de traitement posterieur. 
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La presente invention concerne un procede de lyse 
de micro-organisme, permettant de manifere generale de 
rompre ce dernier, notamment la membrane d'une ou 
plusieurs cellules, pour liberer au moins un materiel 
nucleique d'int£ret, par exemple acide desoxyribonucleique 
(ADN) et acide ribonucleique (ARN) a traiter 
post^rieurement , notamment analyser . 

Le document US-C-5 , 643 , 767 divulgue un procede de 
lyse pour separer les ADN ou ARN de cellules dans une 
solution liquide. On utilise a cette fin un contenant qui 
contient un solvant pour extraire 1 1 ARN ou 1 1 ADN , une 
pluralite de particules ayant 0,1 a 1 mm de diametre, et 
au moins une particule plus grande ayant de 3 a 5 mm de 
diametre. Un mouvement est applique au contenant ainsi 
rempli, a savoir un mouvement de secousse. II est 
expressement indique dans ce document que ce mouvement est 
prefere a un mouvement de rotation, tel que genere avec un 
m§langeur ou autre homogeneiseur , parce que avec un 
mouvement de rotation les cellules ne font simplement que 
tourner dans le meme sens, et n'ont pas de collision 
efficace entre elles et avec les billes, pour etre 
ecrasees entre les billes. 

Le document US-C-4 , 295 , 613 divulgue un appareil 
pour rompre des bacteries, selon lequel 1 1 fechantillon 
contenant les cellules est dispose dans un tube en contact 
avec de fines billes. Les billes, d'un diametre de l'ordre 
de 70 a 110 fim, sont introduites dans le tube, avec 
1 1 echantillon a traiter et toute solution tampon 
necessaire, puis on applique au contenant ou tube un 
mouvement d 1 oscillation selon un axe horizontal, afin 
d'obtenir les constituants sub-cellulaires en solution 
tels que enzymes, proteines, carbohydrates, . . . 

Le document FR-A-1576299 divulgue un procede pour 
rompre des cellules vegetales et animales, selon lequel on 
utilise un materiau particulaire, dont la dimension des 
particules est de 0,05 a 1 mm de diametre, les particules 
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pouvant etre en acier ou autre materiau analogue. Un 
mouvement est applique au melange de 1 ' echantillon 
biologique et des particules, selon un ecoulement 
laminaire. 

5 - Le document EP-A-0317 803 divulgue un procedfe pour 

g§nerer des liposomes multilamellaires encapsulant un 
milieu aqueux. Le procede consiste a melanger des lipides 
et le milieu aqueux a encapsuler, a agiter le melange dans 
un contenant en presence de particules ayant un diam&tre 

10 inferieur a 3 mm, la taille preferee etant 50 a 100 fim, 
pour obtenir des liposomes ayant un diametre d 1 environ 150 
a 3000 nanometres. 

Le document EP-A-0796 917 divulgue un dispositif 
qui libdre des particules dans un echantillon biologique 

15 contenant des cellules. Lorsque 1 1 echantillon est agite ou 
soniqu£, ce dispositif comprend une cloison qui retient 
les particules durant une duree suffisante, et ensuite les 
lib§rer et rompre les cellules, ce qui permet ainsi de 
rendre accessibles les acides nucleiques. Les particules 

20 retenues par la cloison, qui sont - en verre, en plastique, 
ou en metal tel que le zirconium, peuvent avoir des formes 
diffferentes, et ont un diametre d' environ 0,1 a 0,15 mm. 
Une particule est affectee a casser la cloison, et a un 
diamStre d 1 environ 1 a 4 mm, de preference 3 mm. 

25 L'appareil de mise en mouvement alternatif est un 
agitateur de marque BioSpec®. 

Le document EP-A-0288618 divulgue un procedd de 
lyse cellulaire, dont des micro-organismes , pour liberer 
des constituants sub-cellulaires incluant ADN et ARN en 

30 solution. L 1 echantillon biologique est place dans un 
contenant avec des particules de tailles differentes. Le 
contenant est alors soumis a sonication jusqu'a ce que les 
cellules liberent leurs constituants. Les ultra-sons 
mettent les particules en vibration a travers 

35 1 1 echantillon, ce qui provoque la rupture des cellules par 
cisaillement . Les particules sont des billes de verre de 
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diametre compris entre 0,05 et 1 mm. Le temps de 
sonication est de 10 minutes a temperature ambiante. L'ARN 
et l^DN sont liberes de maniere accessible a des sondes 
genetiques nucleiques d 1 hybridation. 
5 Le document US-C-5 , 4 64 , 77 3 divulgue un appareil 

pour lyser des cellules , sans detruire les const ituants 
sub-cellulaires, pour notamment liberer l'ARN et 1 1 ADN 
afin d'effectuer posterieurement une hybridation. Le 
contenant utilise contient deux tailles de billes en 

10 zirconium, verre, ou matiere plastique ou autre. Dans un 
mode prefere, le contenant contient 400 pi de particules 
de zirconium de deux tailles et poids differents, par 
exemple 0,7 g et 0,1 mm de diametre et 0,65 g et 0,5 mm de 
diametre. - Le mouvement applique au contenant est un 

15 mouvement de type vibratoire, en particulier oscillatoire . 

Le document US-C-4 , 666 , 850 divulgue un appareil et 
un procede pour lyser un echantillon sanguin lors de sa 
centrifugation. Le contenant relevant 1 • echantillon 
sanguin contient des particules ou billes, en matiere 

20 plastique ou en verre, qui doivent avoir une taille qui 
n'empeche pas la sedimentation des bacteries au fond du 
tube lors de la centrif ugation. 

Le document EP-A-0 3 41215 divulgue un procede pour 
produire des proteines heterologues a partir de levures 

25 transformees genet iquement . Afin d'evaluer la quantite de 
proteines, il est precise simplement que pour lyser les 
cellules, on applique des forces mecaniques de 
cisaillement en secouant 1 1 echantillon biologique 
contenant les levures avec des billes de verre. 

30 Le document EP-A-0284 044 divulgue un procede pour 

augmenter la production de proteines dans les levures. II 
est indique que les cellules (levures), pour I'analyse de 
la quantite de proteines, sont lysees de preference en 
appliquant un mouvement de type vortex a 1 1 echantillon 

35 biologique, avec des billes de verre de diametre 450-500 
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/xm & vitesse maximale pendant une minute, trois fois de 
suite. 

Le document US-C-4 , lib , 622 divulgue un procede 
pour exprimer et recuperer des proteines a partir d'une 
5 culture de levures. 

Les procedes generalement utilises pour lyser un 
Echantillon biologique comprenant au moins un micro- 
organisme, spScif iquement pour liberer au moins un 
materiel nucleique d'interet, consistent essentiellement 
10 selon l'art anterieur en ce que: 

- on dispose dans un contenant un echantillon 
biologique en milieu liquide, comprenant le micro- 
organisme a lyser, 

- on dispose dans ledit contenant au moins un 
15 mat€riau particulaire, relativement dur, et 

substantiellement inerte par rapport au mat^riau 
nucleique, 

- et on soumet le melange de 1 1 echantillon 
biologique et du materiau particulaire essentiellement a 

20 un mouvement alternatif, d 1 amplitude et/ou frequence 
variable s'il s'agit d'un mouvement regulier, selon la 
technique ou l'equipement retenu pour la mise en 
mouvement . 

Ces procedes utilises pr€sentent certains 
25 inconv§nients. lis ne sont pas suffisamment efficaces, 
notamment la lyse cellulaire s'avere insuffisante pour 
liberer le materiel nucleique en quantite et qualite. 

De plus, ils ne permettent pas tou jours de lyser 
des cellules rEputees resistantes a la lyse, notamment les 
30 cellules des bacteries a Gram+, par exemple' celles de 
Mycobacter ies . 

De meme, la mise en oeuvre de ces procedes 
n&cessite souvent l'ajout de reactifs supplementaires tels 
que par exemple des enzymes et/ou des detergents. 
35 Selon la presente invention, on a trouve que, 

contrairement a 1 1 enseignement divulgue dans le brevet US 



WO 99/15621 



PCI7IB98/01475 



5,643,767, un mouvement rotatoire de type Vortex etait 
particulierement adapte, pour lyser des micro-organismes 
et libSrer directement le materiau nucleique d'interet, a 
la condition de choisir certains parametres pour ce 
5 mouvement, en relation notamment avec le contenant. 

L' invention a done pour objet un procede de lyse 
complete, efficace et simple d'un echantillon biologique 
comprenant au moins un micro-organisme, sans reactif et/ou 
§tape op£ratoire supplementaire au cours de la mise en 

10 oeuvre du proced§. 

La premier objet de la presente invention est done 
un procede de lyse d'un echantillon biologique comprenant 
au moins un micro-organisme de type bacterie, pour liberer 
au moins un materiel nucleique d'interet appartenant audit 

15 micro-organisme, selon lequel: 

- on dispose dans un contenant ledit echantillon 
biologique en milieu liquide, 

- on dispose dans ledit contenant au moins un 
materiau particulaire, relativement dur, et 

20 substantiellement inerte par rapport au materiel 
nucleique, 

- on soumet le melange de 1 1 echantillon biologique 
et du materiau particulaire a un mouvement, 

caracteris§ en ce que, en combinaison: 
25 le mouvement choisi est de type vortex, et repond 

aux conditions suivantes: 

- le materiau particulaire est constitue de billes 
de diam&tre compris entre 90 et 150 ^im, et 

- le volume apparent des billes , Vb, et le volume 
30 de 1 'echantillon liquide, Ve, sont lies par la relation Ve 

= ot.Vb, avec a compris entre 1,4 et 10 lorsque le 
contenant est de forme tubulaire, et a est inferieur ou 
egal a 2,1 lorsque le contenant est de forme disque, 

moyennant quoi, sans ajout de reactif et/ou etape 
35 operatoire supplementaire, on libere directement dans le 
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milieu liquide le materiel nucleique a 1 1 etat natif et 
accessible a tout reactif . 

Un second objet selon 1 1 invention est un procede 
de lyse d f un echantillon biologique comprenant au moins un 
5 micro-organisme de type levure, pour liberer au moins un 
materiel nucleique d'interet appartenant audit micro- 
organisme , selon lequel : 

- on dispose dans un contenant ledit echantillon 
biologique en milieu liquide, 

10 - on dispose dans ledit contenant au moins un 

materiau particulaire, relativement dur, et 

substantiellement inerte par rapport au materiel 
nucleique, 

- on soumet le melange de 1 1 echantillon biologique 
15 et du materiau particulaire a un raouvement, 

caracterise en ce, que en combinaison: 
le mouvement choisi est de type vortex, et repond 
aux conditions suivantes: 

- le materiau particulaire est constitue de billes 
20 ayant un diametre d' environ 500 fim, et 

- le volume apparent des billes , Vb, et le volume 
de 1 ■ Echantillon liquide, Ve, sont lies par la relation Ve 
= a.Vb, avec a compris entre 1,4 et 10 lorsque le 
contenant est de forme tubulaire, et a inferieur ou 6gal a 

25 2,1 lorsque le contenant est de forme disque, 

moyennant quoi, sans ajout de reactif et/ou etape 
operatoire supplEmentaire, on libere dans le milieu 
liquide le materiel nucleique a 1 1 etat natif et accessible 
a tout reactif. 

30 Par le procede selon I 1 invention, on " obtient le 

materiel nucleique a 1 ' §tat natif, ce qui veut dire qu'il 
est pour l'essentiel non d^teriore, par exemple non 
denature,, ou qu'il conserve pratiquement toutes les 
caracteristiques ou proprietes qu'il avait au sein de la 

3 5 cellule ou organisme dont il est extrait. 
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Par ailleurs, le precede selon 1 1 invention est 
suf f isamment efficace pour permettre la lyse d'un seul 
micro-organisme, ce qui pour beaucoup de procedes 
d 1 analyse biologique, notamraent pour les techniques 
5 d' amplification ou d' analyse par hybridation de sonde (s) 
nucieique(s) revet un interet particulier. 

S'agissant du materiel nucleique, la presente 
invention apporte l'avantage determinant de liberer ledit 
materiel de maniere directement accessible pour tout 
10 protocole posterieur le concernant, par exemple une ou des 
amorces d 1 amplification , une ou des sondes 
d' hybridation. . . 

Par consequent, selon la presente invention, 
1 ' echantillon biologique lyse obtenu # peut etre traits 
15 directement, e'est a dire sans etape operatoire 
intermediaire, ou sans react if ajoute, selon tout 
protocole operatoire en relation avec le materiel 
nucleique d' interet libere, tel que amplification, 
analyse, etc., avec tous reactifs nucleiques appropries, 
20 ou autres. 

Dans un mode de realisation prefere selon le 
premier objet de 1» invention, le materiau particulaire est 
constitu§ de billes de diametre d 1 environ 100 pm, pour un 
micro-organisme du type bacterie. 
25 Dans un autre mode de realisation selon le premier 

ou second objet de 1» invention, le mouvement de type 
vortex repond en outre a la relation suivante: 
Vb < Ve < Vc, selon laquelle 
Vc = P.Ve, et 

P est super ieur ou egal a 2,5, avec Vc le volume 
30 utile du contenant. 

Les contenants que 1 1 on peut utiliser selon 
l 1 invention peuvent etre de formats differents, par 
exemple de forme tubulaire ou de forme disque. 

On prefere que le contenant soit de forme 
35 tubulaire, de preference a fond en forme de U. Dans ce 
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mode de realisation prefere, p est un nombre compris entre 
2,5 et 30. 

Dans encore un autre mode de realisation selon 
l f invention, les contenants sont de forme disque et de 
5 forme tubulaire a fond en forme de U (comme par exemple de 
type Falcon®) ou S fond tronconique (comme par exemple de 
type Eppendorf®) - 

Lorsque le contenant est sous forme disque, a est 
un nombre inferieur ou egal a 2,1, de preference inferieur 
10 ou egal a 1,4 et P est un nombre super ieur ou egal a 9,3. 

On prefdre que le contenant soit un tube a fond 
tronconique tel qu'un tube Eppendorf, a etant compris 
entre 1,4 et 10, de preference entre 1,4 et 3,3, et P 
etant compris entre 2,5 et 30, de preference entre 2,5 et 
15 15, de preference encore entre 3,7 5 et 15. 

On prefere encore que le contenant soit un tube a 
fond en U, tel qu'un tube Falcon, a etant compris entre 
1,4 et 10, de preference entre 1,4 et 3,3, de preference 
encore est egal a 3,3, et p etant compris entre 3 et 30, 
2 0 de preference entre 12 et 30, de preference encore est 
egal a 20. 

Dans encore un autre mode de realisation selon 
l f invention, le materiau particulaire comprend d 1 autres 
billes ayant un diametre superieur a celui desdites 

2 5 billes. On prefere que le contenant comprenne jusqu'3. 16, 
de preference 10 autres billes. On prefere encore plus que 
ces autres billes aient un diametre environ de 2 a 3 mm. 

Cette caracteristique complementaire du precede 
selon l 1 invention permet, pour une efficacite equivalente, 

30 en particulier de diminuer ou limiter le temps requis pour 
la lyse de 1 1 echantillon biologique. 

Cette caracteristique complementaire permet aussi 
de rompre des echantillons biologiques complexes, tels que 
tissus vivants, avant la lyse proprement dite. 

35 Dans encore un autre mode de realisation selon 

1* invention, on peut a j outer a 1 * echantillon biologique 
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une substance anti-mousse a une concentration finale de 
0,01 a 1% en volume, de preference de 0,5 a 1% du volume 
de 1 1 Echantillon liquide, Ve. 

On peut encore, selon un autre mode de 
5 realisation, ajouter a 1 1 echantillon biologique un 
detergent de type anionique a une concentration finale de 
2,5% du volume de 1 ' echantillon liquide, Ve. 

Dans un mode de realisation prefere selon le 
premier objet de l 1 invention, le temps de mise en 
10 mouvement de type vortex est au moins £gal a 10 secondes, 
de preference au moins 2 0 secondes, avantageusement entre 
1 et 5 minutes. 

Le temps de vortex est adapte de maniere a obtenir 
un pourcentage de lyse au moins super ieur ou egale a 2 0%. 
15 On pr§fere encore, selon les specificites du 

protocole de lyse utilise, notamment lorsqu ' on ajoute des 
billes de plus gros diam£tre, que le temps de mise en 
mouvement de type vortex soit d' environ 2 minutes. 

Dans un mode de realisation prefere selon le 
2 0 second objet de l 1 invention, le temps de raise en mouvement 
de type vortex est compris entre 8 et 2 0 minutes. 

Etant donne que le lysat obtenu permet directement 
de d£tecter et/ou quantifier et/ou amplifier le materiel 
nucleique d'interet, la presente invention concerne 
25 £galement un procede de traitement d'un echantillon 
biologique comprenant un micro-organisme comportant un 
materiel nucleique d'interet, ledit procede comprenant: 

a) une etape de lyse, selon laquelle: 

- on dispose dans un contenant ledit echantillon 
30 biologique en milieu liquide, 

- on dispose dans ledit contenant au moins un 
mat§riau particulaire, relativement dur, et 
substantiellement inerte par rapport au materiel 
nucleique, 
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- et on soumet le melange de 1 1 echantillon 
biologique et du materiau particulaire a une mise en 
mouvement du type vortex, selon laquelle en combinaison: 

- les billes ont un diametre compris entre 90 et 
5 150 /jm pour un micro-organisme de type bacterie, et 

d' environ 500 /urn pour un micro-organisme de type levure, 

- le volume apparent des billes, Vb, et le volume 
de 1 1 §chantillon liquide, Ve, sont lies par la relation Ve 
= aVb, avec a compris entre 1,4 et 10 lorsque le contenant 

10 est de forme tubulaire, et a est inferieur ou egal a 2,1, 
lorsque le contenant est en forme de disque, 

b) on soumet 1 1 echantillon biologique lyse, avec 
ou sans le materiau particulaire ayant servi a la lyse, 
directement a un protocle op6ratoire concernant 

15 specif iquement le materiel nucleique d ■ interet par exemple 
amplification et/ou detection et/ou quantification 
nucleique, 

Ainsi, par exemple apres amplification, on peut 
dStecter au moins 1.10 cellules/ml. 

20 Un troisieme , objet selon l f invention est un 

contenant ai usage unique, pour la mise en oeuvre d'un 
proc6d§ d£crit precedemment, caracterise en ce qu f il 
comprend une charge d'un materiau particulaire adaptee, en 
fonction d'un volume predetermine de 1 1 echantillon 

25 biologique, a la mise en oeuvre directe du proc§de decrit 
precedemment . 

Par "echantillon biologique", on entend tout 
echantillon, prelevement ou fraction d'un materiel 
biologique, simple ou complexe, par exemple^ un tissu 

30 vivant ou un liquide ou fluide corporel. Cet echantilon 
biologique contient au moins un micro-organisme a lyser, 
avec ou sans traitement prealable de la structure 
comprenant ledit micro-organisme, par exemple destruction 
de 1 1 organisation du tissu. 

35 Par "micro-organisme", on entend tout materiau 

biologique, comprenant naturellement une membrane ou 
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enveloppe fermee, un ou plusieurs constituants biologiques 
d'int6r§t, sub-cellulaires , renfermes a 1 1 inter ieur de 
ladite membrane ou enveloppe, a savoir nucleiques (ADN ou 
ARN) . A titre d'exemple, on peut citer bien entendu les 
5 micro-organismes procaryotes, tels que les bact§ries et 
archaebacteries, les micro-organismes eucaryotes tels que 
les cellules vegetales ou animales, les levures et les 
champignons, egalement differents tissus vivants, et par 
extension des particules virales. 
10 Par le terme " lyse " , on entend tout processus 

permettant de rompre la membrane ou 1' enveloppe precitfee 
pour lib§rer le materiel nucleique d'interet, sous forme 
totale ou partielle. 

Les figures et les exemples qui suivent permettent 
15 d'illustrer l'objet de l 1 invention, mais ne limitent en 
rien la portee de celle-ci. 

La figure 1 illustre le pourcentage de lyse (en 
ordonnee) en fonction du diametre des billes (en 
abscisse) , et de la composition du melange (nature et 
2 0 proportion des billes) . 

" SI " signifie •» solution initiale " et 
represente le temoin qui n ! a pas ete lyse. 

A : Billes de verre de 1 a 50 /Ltm 

B : Billes de verre de 50 a 100 /xm 
25 C : Billes de verre de 90 a 150 |im 

D : Billes de verre 100 /xm 

E : Billes de zirconium 100 /urn 

F : Billes de zirconium 500 fim 

G : Melange 50/50 de billes de zirconium de 100 et 

30 500 /m. 

La figure 2 illustre la quantite d'acides 
nucleiques de S .epidermidis detectee (en ordonnee) en 
fonction du diamdtre des billes (en abscisse) . 

" SI " signifie " solution initiale 11 et 
35 represente le temoin qui n'a pas ete lyse. 

A : Billes de verre de 1 a 50 
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B : Billes de verre de 50 a 100 /urn 
C : Billes de verre de 90 a 150 nm 
D : Billes de verre 100 fira 
E : Billes de zirconium 100 /iin 
5 F : Billes de zirconium 500 /urn 

G : Melange 50/50 de billes de zirconium de 100 et 

500 /xm. 

La figure 3 il lustre le pourcentage de lyse (en 
ordonnees) en tube Eppendorf en fonction du coefficient a 
10 (en abscisse) . 

La figure 4 illustre le pourcentage de lyse (en 
ordonnees) en tube Falcon en fonction du coefficient a (en 
abscisse) • 

La figure 5 illustre le pourcentage de lyse (en 
15 ordonnees) dans un contenant en forme de disque en 
fonction du coefficient a (en abscisse) . 

La figure 6 illustre le pourcentage de lyse (en 
ordonnees) en tube Eppendorf en fonction du coefficient b 
(en abscisse) . 

20 La figure 7 illustre le pourcentage de lyse (en 

ordonnees) en tube Falcon en fonction du coefficient b (en 
abscisse) . 

La figure 8 illustre le pourcentage de lyse (en 
ordonnees) dans un contenant en forme de disque en 
25 fonction du coefficient b (en abscisse) • 

La figure 9 illustre le pourcentage de lyse (en 
ordonnees) en fonction de la geometrie du contenant (en 
abscisse) • 

A : tube Eppendorf a fond en forme de V, Vc = 1,5 

30 ml 

B : cuvette de spectrophotometrie a fond plat, Vc 

= 5 ml 

C : tube a fond plat, Vc = 30 ml 
D : tube a fond plat, Vc = 60 ml 
35 E : bouteille de verre a fond plat, Vc = 8 ml 

F : bouteille de verre a fond plat, Vc = 25 ml 
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6 ml 
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G : tube en polystyrene a fond en forme de U, Vc = 
H: tube en polystyrene a fond en forme de U, Vc = 



14 ml 

5 I : tube en polystyrene a fond en forme de U, Vc = 

22 ml 

- 6 ml 

10 ■ 14 ml 

= 22 ml 



J : tube en polypropylene a fond en forme de U, Vc 
K : tube en polypropylene a fond en forme de U, Vc 
L : tube en polypropylene a fond en forme de U, Vc 
M : tube en polypropylene a fond en forme de U, Vc 

= 4 ml. 

15 La figure 10 illustre le pourcentage de lyse (en 

ordonnees) en fonction de differentes billes ajoutees (en 
absclsse) • 

La figure 11 illustre le pourcentage de lyse (en 
ordonnees) en fonction de combinaisons de differentes 
20 billes ajoutees (en abscisse) . 

A : 10 billes inox de diametre 2 mm 

B : 10 billes de verre de diametre 3 mm 

C : 5 billes inox et 5 billes de verre de 
diam&tres respectifs 2 et 3 mm 
25 D : 4 billes inox et 4 billes de verre de 

diametres respectifs 2 et 3 mm 

E : 5 billes inox et 3 billes de verre de 
diametres respectifs 2 et 3 mm 

F : 3 billes inox et 5 billes de. verre de 
3 0 diamdtres respectifs 2 et 3 mm. 

La figure 12 illustre le pourcentage de lyse (en 
ordonnees) en fonction du temps de mise en mouvement de 
type vortex (en abscisse) pour les protocoles I et II de 
I'exemple 5. 

35 La figure 13 illustre le pourcentage de lyse (en 

ordonnees) en fonction du temps de mise en mouvement de 
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type vortex (en abscisse) pour les protocoles II et III de 
l'exemple 5. 

Afin de determiner l'efficacite du precede de lyse 

5 selon !• invention, on a mis au point un protocole test 

general d' analyse du lysat obtenu en raesurant le 

pourcentage de lyse. 

Ce protocole general est decrit ci-apres. 

Des bacteries a paroi GraitW- staphylococcus 

10 epidermidis (bioMerieux reference API N° 8149310) 

cultivees en milieu liquide BCC (Bouillon Coeur Cervelle) 

sont centrifugees a 2500 tours/minute pendant 10 minutes a 

25°C, avant d'etre resuspendues indif f eremment en milieu 

9 

BCC ou en tampon de lyse a la concentration 5.10 cellules 

15 /300 fil. La composition du tampon de lyse est la suivante: 
30mM Tris-Hcl, 5mM EDTA, 100 mM NaCL, pH 7.2, 300 /il de la 
suspension sont ajoutes dans un tube contenant 
prealablement un volume defini de billes de verre. Le tube 
ferme est mis en mouvement de type vortex pendant 2 

20 minutes, a puissance maximale de l'appareil (Reax 2000, 
Heidolph) * La suspension bacterienne ainsi traitee est 
conservee dans la glace avant analyse. 

Le pourcentage de lyse est determine immediatement 
aprds recueil de 1 1 echantillon, par mesure de la densite 

25 optique & 550 nm. Le pourcentage de lyse est egal au 
rapport de la valeur de DO a 550 nm de la solution 
bacterienne apres vortex sur la valeur de DO a 550 nm 
avant vortex. 

La qualite des acides nucl£iques liberes par 

30 l'etape de vortex est verifiee sur gel d' agarose 0,8%. 
10 ill du lysat sont deposes par puits, la migration est 
r£alis£e sous voltage constant (150V) et le gel est color6 
au bromure d'£thidium (BET) avant observation sous 
rayonnement ultra-violet. 

35 La quantite d f acides nucleiques liberes par 

l'etape de vortex est determinee par detection specif ique 
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selon la technique d 1 hybridation dite sandwich en 
utilisant I'appareil Vidas® commercialise par bioM6rieux 
(France) . Des sondes oligonucleotidiques de capture et de 
detection spScifiques des acides nucleiques de S. 

5 epidermidis (voir le brevet EP 0632269) ont ete choisies. 
Les oligonucleotides de capture et de detection ont 
respectivement pour sequence : 5 ' -GACCACCTGTCACTCTGTCCC-3 ■ 
(SEQ ID N°:l) et 5 9 GGAAGGGGAAAACTCTATCTC-3 1 (SEQ ID N°:2). 
La sonde de detection est marquee par couplage avec la 

0 phosphatage alcaline (PA) . L 1 hybridation specif ique de ces 
sondes avec les acides nucleiques liberes dans le lysat 
est fonction de la quantite d 1 acides nucleiques presents, 
mais aussi de leur accessibility pour les sondes 
utilis£es. 

5 Deux protocoles d 1 amplification specif iques des 

molecules d 1 ADN et d'ARN de S. epidermidis ont &p€ 
realises a partir des lysats recueillis pour verifier si 
les acides nucleiques liberes par vortex peuvent etre 
amplifies : un protocole PCR pour 1 ' amplification de 1 'ADN 
0 et un protocole NASBA pour 1 1 amplification de l'ARNrl6S. f 
Protocole PCR : la technique de PCR suivie est 
celle decrite par Goodman dans PCR strategies, Ed : Innis, 
Gelford et Sninsky Academie press 1995, pp 17-31. Deux 
amorces d 1 amplification ont ete utilisees, elles 
5 presentent les sequences suivantes 

Amorce 1: 5 1 -ATCTTGACATCCTCTGACC— 3 1 SEQ ID N°:3 
Amorce 2; 5 1 -TCGACGGCTAGCTCCAAAT-3 1 SEQ ID N°:4 
Les cycles de temperature suivants ont ete 

utilises 

0 1 fois 3 minutes 94 °C 

2 minutes 65 °C 

35 fois 1 minute 72 °C 

1 minute 94 °C 

2 minutes 65 °C 
5 1 fois 5 minutes 72 °C 
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Protocole NASBA : la technique de NASBA suivie est 
celle d€crite par Van der Vliet et al . , J . Gen. 
Microbiol- 1993, 139 : 2423. Deux amorces d 1 amplification 
ont ete utilisSes, elles presentent les sequences 
5 suivantes : 

Amorce 1 : 5 1 -GGTTTGTCACCGGCAGTCAACTTAGA-3 • 
Amorce 2 : 5 1 -TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCA-3 ' 
10 /xl lysat ou 5 /il de lysat sont utilises pour 
chaque essai PCR et NASBA, respect ivement . Les amplicons 
10 produits par PCR sont observes sur gel d 1 agarose 0.8% et 
quantifies sur Vidas selon le protocole decrit ci-dessus. 
Les amplicons produits apres NASBA sont detect^s et 
quantifies sur microplaque par hybridation avec une sonde 
de capture et une sonde de detection specif ique de S. 
15 epidermidis, selon la methode decrite par P. Cros et ai . , 
Lancet 1992, 240 : 870. La sonde de detection est couplee 
a la peroxidase de Raifort (HRP) . Les deux sondes 
presentent les sequences suivantes : 

Sonde de capture: 5 1 -GATAGAGTTTTCCCCTTC—3 1 (SEQ ID 

20 N°: 7) 

Sonde de detection: 5 1 -GACATCCTCTGACCCCTC-3 ' (SEQ 

ID N°: 8) 

Exemple 1 : Influence du diametre des billes et du 
25 coefficient a sur l'efficacite de la lyse par vortex 

a- Influence du diametre des billes. 

Le protocole de lyse a ete realise comme decrit 

30 ci-dessus a partir d'une suspension initiale de 

9 

Staphylococcus epidermidis (5.10 cellules/300 y.1) en 
presence de 90 /xl de differents melanges de billes 
caracterisees par des diametres differents, pendant 2 
minutes par essai. Les diametres testes sont compris entre 
35 1 et 500 pm; les melanges testes sont les suivants : 
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A : microbilles de verre de diametre compris entre 
1 et 500 /iiti/ 

B : microbilles de verre de diamdtre compris entre 
50 et 100 ftm, 

5 C : microbilles de verre de diametre compris entre 

90 et 150 fxm, 

D : melange homogene de billes de diametre lOO ^m, 
E : melange homogene de billes de zirconium de 
diamfetre 100 /urn 

10 F : melange homogene de billes de zirconium de 

diamdtre 500 pm 

G : melange (50/50 v/v) de billes de zirconium de 
diametre 100 et 500 fim. 

Comme l'indique la figure 1, la lyse cellulaire 

15 obtenue est la plus efficace en presence de billes de 
diamdtre compris entre 90 et 150 fim, et de preference egal 
h 100 /xm. Les mesures de densite optique a 550nm des 
echantillons recueillis apres 2 minutes de vortex dans ces 
conditions indiquent que le pourcentage de lyse de S. 

20 epidermidis est compris entre 60 et 70% avec ce diamdtre 
de billes, Seule des differences negligeables de 

pourcentage de lyse sont observees en fonction de la 
nature des billes (verre ou zirconium) de meme diametre. 
Par contre 1 'utilisation de billes de diametre inferieur 

25 ou sup^rieur a 90 jusqu'a 150 /im, telles les melanges de 
billes de diamdtre 1 a 50 pm, 50 a 100 /m# 100 a 500 /xm, 
ou le melange homogene de billes de diametre 500 jitm 
entraine une diminution du pourcentage de lyse, L 1 analyse 
sur gel d 1 agarose 0,8% des acides nucleiques libferes dans 

30 les lysats, presentee dans la figure 2, montire que les 
molecules d 1 ADN et d'ARNr sont bien conservees puisque 
leur profil de migration sur gel d 1 agarose 0,8% est le 
m§me que celui des molecules d 1 ADN et ARNr bacteriens 
purifies et commercialisms. Les acides nucleiques 

35 relargues ont egalement le meme profil de migration quel 
que soit le diametre des billes utilisees pour la lyse 
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cellulaire. Les acides nucleiques lib§r£s sont egalement 
detectables par analyse Vidas dont le protocole est decrit 
ci-dessus. Tou jours d'aprds la figure 2, la quant ite 
d 1 acides nucleiques liberes dans les lysats mesur§e par 
5 analyse Vidas reflete le pourcentage de lyse obtenu. En 
parallSle, il a §te demontre que l'ADN ou l'ARNr 16S de 
chaque lysat peut §tre amplifie par protocole PGR ou NASBA 
specif iques de S. epidermidis , qui sont dfecrits dans la 
partie protocole test general ci-dessus. 

10 

b- Influence du coefficient a 



- tube Eppendorf 

Le protocole de lyse a 6te realist en presence de 

15 billes de diam&tre 100 pendant 2 minutes. Des tubes 

Eppendorfs identiques ont ete utilises pour tous les 
essais. Le volume de la suspension bact£rienne a §te fix§ 
a 300 jjlI /tube pour chaque essai, et le volume de billes a 
varie entre 1 et 300 /il/tube. Soit Vb, le volume apparent 

20 des billes et Ve, le volume de 1 1 echantillon liquide tel 
que Vb < Ve avec Ve = ct.Vb avec a etant un nombre reel 
positif different de 0. Le coefficient a a varie de 1 a 
300. Apres 1 1 etape de vortex, les echantillons recueillis 
sont analyses par mesure de densite optique a 550 nm, les 

25 acides nucleiques liberes dans le lysat sont observes sur 
gel d 1 agarose 0,8% et quantifies par analyse Vidas. 

La figure 3 indique que la lyse de S. epidermidis 
est efficace pour des valeurs du coefficient a comprises 
entre 1,4 et 10 : le pourcentage de lyse est compris entre 

30 30 et 70%. Pour des valeurs de a < 1,4, le* volume de 
billes etant trop important, le volume mort de la 
suspension cellulaire augmente de fagon telle qu f il est 
impossible de recuperer le volume initial de la suspension 
cellulaire. Pour des valeurs de a > 10, le volume de 

35 billes est faible et la probability de rencontre et de 
choc mecanique entre billes et cellules est reduite. De 
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preference la lyse cellulaire est plus efficace pour des 
valeurs de a comprises entre 1,4 et 3,3 : le pourcentage 
de lyse etant compris entre 40 et 70%. L 1 analyse sur gel 
d 1 agarose 0,8% du lysat montre que les profils de 
5 migration des acides nucl£iques liberes ne sont pas 
modifies, quelles que soient les valeurs de a. La quantite 
d' acides nucleiques mesuree par analyse Vidas est 
directement correlee au pourcentage de lyse. 

10 - tube Falcon 

Une meme etude a ete realis^e en remplagant les 
tubes Eppendorf par des tubes Falcon en polypropylene (Vc 
= 6ml). La figure 4 indique que la lyse de S. epidermidis 
est efficace pour des valeurs du coefficient a comprises 

15 entre 1,4 et 10 : le pourcentage de lyse est superieur a 
20%. De preference, la lyse cellulaire est plus efficace 
pour des valeurs de a comprises entre 1,4 et 3,3 : le 
pourcentage de lyse est compris entre 65 et 85%. 

20 -forme disque 

On a utilise une carte de dimensions 1 = L = 8,5cm 
et h = 0.4 cm. Un ou plusieurs trous, definis comme des 
puits, sont realises de hauteur constante et egale a la 
hauteur de la carte (soit 0.4 cm) et de diametre constant. 

25 Ces puits sont recouverts d'un film de chaque c6te, et 
chaque puits est rempli d'un melange de billes de diametre 
100 /Ltm de volume apparent Vb, de 10 billes de fer de 
diametre 2 mm et d'une suspension cellulaire de volume Ve. 
La carte ainsi definie est maintenue sur le vortex. 

30 Le protocole de lyse a ete realise pendant deux 

minutes. Des cartes telles que decrites ci-dessus avec un 
diametre de 30 cm (Vc = 2,8 ml/puits) ont ete utilisees 
pour chaque essai. Le volume de la suspension bacterienne 
a 6t6 fixee a 700 fil /puits et le volume de billes a varie 

35 de 90 a 510 /xi/puits. Le coefficient a a varie de 1,4 a 
7,8. Apres 1 ' etape de vortex, le pourcentage de lyse des 
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6chantillons recueillis a et§ analyst par mesure de 
densite optique a 550 nm, les acides nucleiques liberes 
ont 6te observes sur gel d' agarose et quantifies par 
analyse Vidas. 

5 La figure 5 indique le pourcentage de lyse obtenu 

en fonction du coefficient a. La lyse de S .epidermidis est 
efficace avec un contenant format "carte" pour des valeurs 
du coefficient inferieures ou egales a 2,1 : lorsque a est 
compris entre 1,4 et 2,1, le pourcentage de lyse est 

10 compris entre 45% et 75%, De preference, la valeur 
optimale du coefficient devrait §tre infer ieure & 1,4 car 
meme pour des valeurs de a s 1 approchant de 1,4, les 
valeurs de pourcentage de lyse n'arrivent pas a un 
plateau. L 1 analyse sur gel d 1 agarose 0,8% du lysat montre 

15 que les profils de migration nucleiques liberes ne sont 
pas modifies quelles que soient les valeurs de a. La 
quantite d'acide nucleique mesuree par analyse Vidas est 
directement correlee au pourcentage de lyse, 

20 Exemple 2 : influence du coefficient B sur 

l'efficacite de la lyse par vortex 

- Tube Eppendorf 

Le protocole de lyse a ete realise en presence 
25 d'un rapport constant entre le volume apparent de billes 
et le volume de 1 • echantillon liquide (a = Ve/Vb = 3,3) 
pendant 2 minutes. Le volume de la suspension bact^rienne 
a varie entre 100 /xl et 1 ml. Soit Ve, le volume de 
I 1 echantillon liquide et Vc, le volume utile ou disponible 
30 du contenant tel que Ve < Vc et Vc = p.Ve avec" p etant un 
nombre reel positif superieur a 0, le coefficient P a 
varie de 1,5 a 15. Les experiences ont ete realisees en 
tube Eppendorf, soit Vc = 1,5ml. Apres 1 1 etape de vortex, 
les §chantillons recueillis sont analyses par mesure de 
35 density optique a 550 nm, les acides nucleiques dans le 
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lysat sont observes sur gel d' agarose 0,8% et analyses par 
analyse Vidas. 

Sur la figure 6 est indique le pourcentage de lyse 
obtenu en fonction du coefficient p. La lyse de S. 
5 epidermidis est plus efficace pour des valeurs du 
coefficient P compris entre 2,5 et 15 : le pourcentage de 
lyse est sup§rieur a 30%. Pour des valeurs de P 
infErieures & 2,5, les volumes de billes et d • echantillon 
liquide sont trop importants; ils limitent le mouvement 

10 des billes dans 1 1 echantillon et le volume mort de 
1 1 Echantillon augmente. Pour des valeurs de P superieures 
& 15, le volume de 1 1 echantillon est trop faible pour 
permettre une recuperation complete du volume initial de 
la suspension cellulaire pour a = 3,3. De preference, 

15 l'efficacite de lyse cellulaire est meilleure pour des 
valeurs de p comprises entre 3,75 et 15 : le pourcentage 
de lyse est compris entre 35 et 60%; de preference pour 
des valeurs comprises entre 7,5 et 15 (40 a 60% de lyse). 
L' analyse sur gel d' agarose 0,8% des lysats montre que les 

20 profils de migration des acides nucleiques liberes sont 
les memes quelles que soient les valeurs de p. Les 
quantites d' acides nucleiques mesurees par analyse Vidas 
sont directement correlees aux pourcentages de lyse 
obtenus . 

25 

- tube Falcon 

Une etude similaire a ete realisee en utilisant 
des tubes Falcon de polypropylene (Vc = 6ml) a la place 
des tubes Eppendorf. Une meme valeur du coefficient a a 

30 ete fixee (a = 3,3). Le volume de la "suspension 
bacterienne a varie entre 200 jzl 2ml. P a varie de 3 a 
30. La figure 7 illustre le pourcentage de lyse obtenu en 
fonction du coefficient p. La lyse de S. epidermidis est 
plus efficace pour des valeurs de P comprises entre 6 et 

35 30 : le pourcentage de lyse est superieur a 50%. Pour des 
valeurs de p > 30, le volume de 1 ' echantillon est trop 
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faible pour permettre une recuperation complete du volume 
initial de la suspension cellulaire, pour a = 3,3- De 
preference, l'efficacite de la lyse cellulaire est 
meilleure pour des valeurs de P comprises entre 12 et 30 : 
5 le pourcentage de lyse est sup£rieur a 60%. 

-forme disque 

Le protocole de lyse a §te realise avec le m§me 
contenant utilise dans l'exemple 1 (diametre des puits 30 

10 mm, vc = 2,8 ml), avec une valeur de coefficient a (a = 
3,3) pendant deux minutes. Le volume de la suspension 
bacterienne a varie de 300 a 700 /ul/puits. Le coefficient 
P a varie de 4 a 9,3. Apres 1 ' etape de vortex, le 
pourcentage de lyse des echantillons recueillis a ete 

15 analyse par mesure de densite optique a 550 nm, les acides 
nucleiques liberes on ete observes sur gel d 1 agarose et 
quantifies par analyse Vidas. 

Sur la figure 8 est indique le pourcentage de lyse 
obtenu en fonction du coefficient p. La lyse de 

20 S .epidermidis est efficace en contenant " format carte " 
pour des valeurs de P super ieures ou egales a 9,3. Lorsque 
P est 6gal a 9,3 avec une valeur non optimale de a (a = 
3,3), 60% des cellules sont lysees. l'analyse sur gel 
d* agarose 0,8% du lysat montre que les profils de 

25 migration des acides nucleiques liberes ne sont pas 
modifies quelles que soient les valeurs de P et sont 
similaires a ceux decrits pour le format tube, la quantite 
d 1 acides nucleiques mesuree par analyse Vidas est correlee 
au pourcentage de lyse pour chaque essai. 

30 

Exemple 3 : Influence de la aeome trie du tube sur 
l'efficacite de la lyse par vortex 

Le protocole de lyse a ete realise dans des 
35 contenants de differentes geometries et differents volumes 
(Vc) , en presence de 300 fxl de suspension cellulaire et 90 
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Ml de billes de diametre 100 fxm pendant 2 minutes (soit a 
= 3,3 et P variable), 

A : tube Eppendorf en polypropylene a fond en 
forme de V, Vc = 1,5 ml 
5 B : cuvette de spectrometr ie en polypropylene a 

fond plat, Vc = 5 ml 

C : tube & fond plat, Vc = 30 ml 

D : tube a fond plat, Vt = 60 ml 

E = bouteille de verre a fond plat, Vc - 8 ml 
10 F = bouteille de verre a fond plat, Vc = 25 ml 

G = tube en polystyrene a fond en forme de U, Vc = 

6 ml 

H = tube en polystyrene a fond en forme de U, Vc = 

14 ml 

15 I = tube en polystyrene a fond en forme de U, Vc == 

22 ml 

= 6 ml 

= 14 ml 

= 22 ml 

20 = 4 ml. 



J = tube en polypropylene a fond en forme de U, Vc 

K = tube en polypropylene a fond en forme de U, Vc 

L = tube en polypropylene a fond en forme de U, Vc 

M = tube en polypropylene a fond en forme de U, Vt 



La figure 9 indique le pourcentage de lyse obtenu 
en fonction de la geometrie du contenant utilise. Le 
pourcentage de lyse est compris en moyenne entre 60 et 75% 
avec les tubes a fond plat ou a fond en forme de V, par 
25 contre il est compris en moyenne entre 70 et 80% avec les 
tubes a fond en forme de U pour un meme temps de vortex et 
une meme valeur de a. La mesure par analyse Vidas de la 
quantite d'acides nucleiques liberes confirme cette 
influence. 

30 

Exemole 4 : influence de l'aiout de bil les de plus 
aros diametre sur l'efficacite de la Ivse par vortex 
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Le protocole de lyse a £te realise en tube 
Eppendorf, en presence de 300 pi de suspension cellulaire 
et 90 fil de billes de diametre 100 (soit a = 3,3 et P = 
5 5) pendant deux minutes. Differentes billes on et6 
ajout§es au milieu en combinaison : billes de fer de 
diametre 2 mm, billes de verre de diamdtre 3 mm. 

La figure 10 presente le pourcentage de lyse de 
S .epidermidis en fonction des differentes combinaisons de 

10 billes ajoutees. L'addition de bille de fer ou de billes 
de verre entraine une augmentation du pourcentage de lyse. 
Ce pourcentage est sensiblement meilleur en presence de 
jusqu f a 10 billes/tube. la presence de ces 10 billes ne 
gene pas le mouvement des billes de diametre 100 pm; par 

15 contre au dela de cette valeur, le mouvement est g§ne. Le 
pourcentage de lyse obtenu est plus eleve en presence d'un 
meme nombre de billes de verre par essai que de billes de 
fer. D'aprds la figure 11, l 1 addition de combinaison de 
billes de fer et de verre permet d f obtenir un pourcentage 

20 de lyse aussi eleves qu'en presence de 1' addition d'un 
melange homogdne de billes pour chaque combinaison testae; 
le pourcentage de lyse est superieur a 80%. L 1 analyse sur 
gel d' agarose 0,8% des acides nucl§iques liberes montre 
que les molecules d'ADN et d'ARNr ont le meme profil de 

25 migration apres lyse quelles que soient les combinaisons 
des billes utilisees. L 1 addition des billes de fer et de 
verre n'altere pas la structure du materiel nucleique 
Iib6r6. De plus il a ete verifie que leur presence dans le 
lysat ne perturbe pas les reactions d 1 amplification PCR et 

30 NASBA. 

Exemole 5 : Influence du temps de vortex sur 
I'efficacite de la lvse par vortex 



35 



Trois protocoles de lyse ont §te realises en 
parallele : 
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- Protocole I : tube Eppendorf Vc = 1,5 ml, 90 /il 
de bille de diam&tre 100 fxm et 300 fil de suspension 
cellulaire a = 3,3 et p = 5). 

- Protocole II : protocole I avec addition de 3 
5 billes de verre de diametre 3 mm et 5 billes de fer de 

diametre 2 mm. 

- Protocole III : protocole II/ en tube Falcon (Vc 
« 6ml) a la place des Eppendorf s. 

Pour chaque protocole, differents temps de vortex 
10 ont £t£ r§alisSs. 

La figure 12 presente le pourcentage de lyse 
obtenu en fonction du temps de vortex, pour les protocoles 

I et II. Les conditions experimentales du protocole I ne 
sont pas optimales. On confirme qu' apres 2 minutes de 

15 vortex, seulement 60% des bacteries S. epidermidis sont 
lys§es. Par contre il est possible d'ameliorer 
I'efficacite du protocole malgre ces conditions non 
optimales en augmentant le temps de vortex : d£s 8 minutes 
de vortex, 85% des bact§ries sont lysees. Les conditions 

20 experimentales du protocole II sont plus optimales que 
celles du protocole I, dQ a 1' addition de billes de 
diametre 3 mm : dans ces conditions, 85% des bacteries S. 
epidermidis sont lysees des 4 minutes de vortex. 

La figure 13 presente le pourcentage de lyse 

2 5 obtenu en fonction du temps de vortex pour les protocoles 

II et III. Les conditions experimentales du protocole III 
sont plus optimales que celles du protocole II : 88% des 
bacteries S. epidermidis sont lysees apres seulement 2 
minutes de vortex alors que seulement 80% ou 60% des 

30 bacteries apres 2 minutes avec le protocole" II ou I, 
respect ivement. La mesure par analyse Vidas des acides 
nucl§iques liber§s confirme ces principales observations. 

Ainsi, augmenter le temps de vortex permet 
d'obtenir un pourcentage de lyse eleve lorsque les 

35 conditions experimentales initiales ne sont pas optimales 



WO 99/15621 



PCT/IB98/01475 



26 

. Parallfelement , lorsque ces conditions sont optimales, le 
temps de vortex peut etre court (2 minutes) • 

Exemple 6 : Universalite du protocole de lvse 
5 selon 1' invention 

Le procede de lyse selon 1 1 invention peut etre 
appliqu§ a d'autres especes cellulaires. Pour cela, le 
protocole a 6t6 realise en tube Eppendorf en presence de 
300 jul de suspension cellulaire de concentration 1.10 

10 cellules /ml, de 90 fil de billes de diametre 100 y,m avec 
un temps de vortex egal a 8 minutes* Differentes cellules 
ont §t§ respect ivement utilisees (Mycobacterium gordonae, 
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Streptococcus 
pneumoniae, Bacillus stearothermophilus , Micrococcus sp., 

15 Actinomyces viscosus, Actinomyces naeslundii, 

Stomatococcus mucilaginosus, Nocardia asteroides, 
Rhodococcus sp.) . Les resultats obtenus indiquent que le 
pourcentage de lyse pour chacun des cas analyses est 
compris entre 80 et 90%, Les profils de migration sur gel 

20 d' agarose 0,8% des acides nucleiques liberes dans chaque 
lysat sont similaires pour chaque souche bacterienne 
testee, et sont similaires a celui d'ADN et ARNR 16S d'E. 
coli purifies et commercialises* 

25 Exemple 7 : Lvse de levure 

Espece testee: Candida albicans 

Contenant: Tube Falcon en polypropylene de Vc = 6 

ml. 

30 Echantillon a juste a 0*5 McFarland, soit 3.106 

levures/ml . 

Volume echantillon: Ve = 600 Ml 

Volume apparent des billes: Vb variable): 
60, 90 et 180 /il. 

35 Diametre des billes en verre testees (/z):100, 

500et 1500 M™» 
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L'ef f icacite de lyse est mesuree d'apres le 
pourcentage de lyse: 

% de lyse = DO550 (avant lyse) - DO550 (aprres 
lyse) / DO550 (avant lyse 

5 Duree du vortex: 2 a 20 mn 



Resultats 



DiamStre billes 


(M)Vb 
(Ml) 


Duree du 

vortex 

(mn) 


% de lyse 






100 


90 


2 


0 










100 


90 


8 


0 










1500 


90 


2 


0 










1500 


90 


8 


30 










1500 


90 


20 


36 











On demontre qu'un diametre de 100 /urn est 
10 insuffisant. 



Diametre billes (/*) 


Vb (Ml) 


Dur§e du 

vortex 

(mn) 


% de lyse 


1500 


180 


8 


30 


1500 


180 


20 


29 


1500 


60 


8 


33 



On demontre qu 1 avec un diametre de billes de 1500 
/xm, on atteint un pourcentage de lyse d 1 environ 3 0%, pour 
15 un Vb compris entre 60 et 180 et avec une duree de vortex 
entre 8 et 20mn. 
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Diametre billes (/u) 


Vb (Ml) 


Duree du 

vortex 

(mn) 


% de 
lyse 


500 


60 


8 


52 


500 


60 


20 


58 


500 


180 


20 


71 



On demontre qu'un diamStre de 500/x perinet 
d'obtenir un pourcentage de lyse de plus de 50%, avec un 
Vb de 60 a 18 0/xl et une duree de vortex de 8 a 2 0mn. 

5 Conclusion: 

Des billes de 500 /zm de diametre, avec une duree 
de vortex comprise entre 8 et 20 mn sont necessaires comme 
parametre en combinaison avec le mouvement de type Vortex 
pour lyser des levures. 

10 

Exemple 8 ; Sensibilite du protocole de lyse selon 
1 1 invention 

Les acides nucleiques ADN et ARNr 16S lib6r£s par 
lyse selon le procede de 1 1 invention ont ete soumis a une 

15 amplification. Les conditions de lyse sont les memes que 
celles indiquees dans 1' exemple 6. La souche bacterienne 
utilisee est S. epidermidis. Deux protocoles 
d 1 amplification specif iques des acides nucleiques de S. 
epidermidis ont §te realises a partir des lysats 

20 recueillis, soit un protocole PCR pour 1 1 amplification de 
l'ADN, soit une protocole NASBA pour 1 1 amplification de 
1 1 ARNr 16S, comme decrits ci-dessus dans le protocole test 
general, 

D- Amplification PCR de l'ADN libere 

25 

9 2 

Des concentrations initiales de l. lO a 1. lO 
cellules /ml ont £te utilisees. 10 Ml de lysat ont ete 
utilises pour chaque essai PCR. Les amplicons produits ont 
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6t6 detectes et quantifies apres hybridation sandwich 

specif ique sur Vidas, comme decrit dans le protocole test 

general. Les amplicons produits sont mesurables pour des 

concentrations bact£riennes initiales au moins superieures 

2 

5 ou £gales & 1*10 cellules /ml, soit 30 cellules /300 /il. 
Ainsi le protocole de lyse optimise par vortex est 
efficace pour lyser au moins 30 cellules /300 m! et pour 
lib§rer des molecules d'ADN amplifiables par PCR de sorte 
que la quantite d' amplicons produits soit detectables. 

10 

2) - Amplification NASBA de l'ARNr 16S 
Des concentrations initiales de 2.10 9 a 2.10 2 
cellules /ml ont ete utilisees. 5 jxl de lysat ont §te 
utilises pour chaque essai NASBA. Les amplicons produits 

15 ont ete detectes et quantifies sur microplaque par 
hybridation sandwich avec des sondes oligonucleotidiques 
specif iques de S. epidermiais, comme decrit dans le 
protocole test general, Les amplicons produits ont pC etre 
detectes et mesures pour des concentrations bacteriennes 

20 initiales au moins superieures ou egales a 2.10 cellules 
/ml, soit 60 cellules /300 /il. La quantity d 1 amplicons 
mesuree est importante pour cette concentration initiale, 
ce qui indique que probablement des amplicons produits 
aprds lyse de bacteries de concentration initiale 

25 inferieure a 60 cellules /300 jjlI seraient detectables et 
mesurables. 

Exemple 9 : Resolution de la formation de mousse 
issue de 1' agitation de billes dans un echantillon. 

A des fins d 1 automatisation, il est capital de 
30 resoudre et d'empecher la formation de mousse dans les 
liquides, ce qui perturbe voire empeche les etapes de 
transfert par pipettage. Des agents " antimousse 11 ont et£ 
etudies quant a leur capacite a limiter ce type de 
ph§nom£ne. Pour ce faire, un protocole a ete valide a 
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partir d 1 echantillons respiratoires (crachats, 

expectorations, lavages broncho-alveolaires) fluidifies et 
inactives selon le protocole "NaLc" . Brievement, 2 ml 
d 1 Schantillon sont ajoutSs a 2 ml de solution antiseptique 
5 (obtenue par dissolution de 0,75 g de N-actetyl-L-Cyst6ine 
dans 150 ml de soude 4%) . Le melange est vortexe et laisse 
sous agitation pendant 20 minutes a temperature ambiante, 
puis neutralise par 41 ml de tampon phosphate (pH 6,8). 
L 1 ensemble est vortexe 15 secondes puis centrifuge a 4°C 
10 pendant 25 minutes a 4 000 g. Le culot est resupendu 
(vortex, 15 secondes) dans 2 ml residuels apres avoir 
elimine le surnageant. 

Differents echantillons sont ensuite melanges afin 
de disposer d'un milieu homogSne et constant pour l 1 etude. 

15 Les essais sont realises de la maniere suivante : 260 /xl 
d' echantillons sont ajoutes dans un tube polypropylene 12 
x 75 mm avec 90 /xl de billes de verre de diametre 100 iim, 
3 billes de verre de diametre 2 mm, 5 billes de fer de 
diamfetre 2 mm. 40 ytx 1 d'un detergent anionique sont ajoutes 

20 afin d'obtenir une concentration finale de 2,5 %. La 
presence d'un detergent est justifiee par le fait de 
stabiliser et de proteger les acides nucleiques lors du 
processus de lyse. 

L' ensemble est agite dans un vortex Reax 2000 
25 (Heidolph) a la puissance maximale pendant 12 minutes 
(temps particulierement long par rapport au protocole 
standard, mais qui doit favor iser la formation eventuelle 
de mousse le cas echeant) . La hauteur du liquide dans le 
tube est mesuree initialement puis apres agitation et le 
30 pourcentage de mousse obtenu est exprime dans les 
resultats suivants en faisant le rapport de la hauteur de 
mousse sur la hauteur initiale. 



Tableau N 
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Concentration 
antimousse (%) 


Generation de 
mousse (%) 


0 


22 % 


0. 01 


11 % 


0. 03 


11 % 


0.1 


11 % 


0.5 


0 % 


1 % 


0 % 



L ' agent antimousse, en particulier le Foam Ban MS- 
575 (Ultra Inc. , Charlotte, USA) est ajoute sous un volume 
n§gligeable, afin d'obtenir des concentrations finales de 
5 0,01 a 1 % (Tableau N) . 

Les resultats (voir Tableau N) montrent que la 
presence d'un antimousse permet la resolution de la 
formation de mousse, notamment a partir d 1 echantillons 
clinigues tels que les sediments. Son utilisation a une 
10 concentration de 0,5 a 1 % permet de r€soudre totalement 
la formation de mousse issue de l 1 agitation de 
1 • echantillon liquide en presence de billes. 

L'ef f icacite de l f antimousse a egalement 6te 
verifi§e a partir d 1 echantillons individuels (non 
15 melanges) , a la concentration finale de 0,6 selon le 

protocole decrit pr^cedemment . 

Les resultats (voir Tableau N+l) montrent que la 
genese de mousse est variable selon les echantillons 
biologiques, raais que la presence d* antimousse au sein du 
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protocole de lyse, resout et empeche la formation de 
mousse a partir de differents echantillons respiratoires . 

Tableau N + 1 



Echantillon 


Generation de mousse (%) 




avec mousse 


sans mousse 


2675 6/2 


0% 


16% 


2677 6/2 


0% 


16% 


2654 6/2 


0% 


16% 


2673 6/2 


0% 


22% 


3609 71 


0% 


11% 


3673 92 


0% 


16% 



5 Exemple 10 tSensibilite du protocole de lyse de 

microoraanismes en presence d' agents antimousse 

L'efficacite de 1 1 ensemble du protocole de lyse, 
notamment en presence d 1 antimousse, a ete evaluee sur des 
echantillons contenant de tres faibles concentrations de 
10 bacteries. La bacteries Mycobacterium bovis BCG a ete 
utilisee, car le genre Mycobacterium est connu comme etant 
difficile a lyser, et particulierement recherche dans les 
prfelevements respiratoires. 

Des dilutions en cascade, a partir d'une 
15 suspension initiale homogene de bacteries dont la 
concentration a §te determinee par mesure densitometr ique 
(Density Optique a 550 nm) ont ete realisees afin 
d'inoculer sous un volume negligeable des fractions de 
sediment n^gatif (reconstitue par melange de diff€rents 
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sediments negatifs fluidifies et decontamines) inactive 
(chauffage a 95 °C pendant 15 minutes) . Les echantillons 
ainsi reconstitufes ont ete soumis au protocole suivant : 

•dilution dans un tampon contenant un detergent 
5 anionique et de l'antimousse Foam Ban MS-575 pour obtenir 
des concentrations de 2,5 % et 1% final, respectivement . 

•chauffage a 95°c pendant 15 mn ( inactivation des 
bact£ries) ♦ 

•un volume de 600 /il est ajoute dans la cuve 12 x 
10 75 mm (polypropylene) contenant 180 jjlI de billes de verre 
de 100 fim, 6 billes de verre (diametre 2 mm) , 10 billes de 
fer (diametre 2 mm) et 1" ensemble est agite a l'aide d'un 
vortex pendant 2 minutes a la puissance maximale. 

En parallele, des temoins d 1 experiences sont 
15 realises : ceux-ci subissent le meme protocole que 
precfedemment decrit hormis 1 1 etape de d* agitation des 
billes par vortex. 

Les acides nucleiques ainsi potentiellement 
lib§res sont alors purifies par une £tape de capture 
20 specif ique sur des billes magnetiques (Seradyne) derivees 
avec un oligonucleotide de capture coraplementaire de la 
sequence de l'ARN 16S de M . tuberculosis BCG, selon le 
protocole suivant : 

•250 jul de lysat obtenu sont melanges a un tampon 
25 de capture contenant les sondes oligonucleotidiques 
couplees a des billes magnetiques (50 ^g/essai) . 
L 1 ensemble est incube 20 mn a 60°C, puis 10 mn & 
temperature ambiante, puis le surnageant est 61imin§ aprds 
immobilisation des billes sur les parois du tube par 
3 0 aimantation. 
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• les billes sont lavees (resuspension puis 
aimantation) par 2 fractions de 1 ml de tampon de lavage. 

•apres elimination du tampon, les billes sont 
resuspendues par 50 fil d'eau et 25 Ml du melange 
5 d 1 amplification contenant des amorces oligonucleotidiques 
et des dfesoxyribonucleotides de la trousse 
d 1 identification de M. tuberculosis ("Amplified 
Mycobacterium Tuberculosis Direct", Gen-Probe ref. 1001), 
qui est base sur la "Transcription-Mediated Amplification" 

10 (TMA) , decrite par McDonough et coll. (Nucleic Acids 
Amplification Technologies, 1997, Ed. Lee, Morse & Olsvik, 
Eaton Publishing, Natik, USA, pp. 113-123) ainsi que 
Kacian et Fulz (Nucleic Acid Sequences Amplification 
Methods, 1995, Brevet des Etats Unis d'Amerique, Nj 

15 5,399,491) . 

•^ensemble est chauffe a 60°C pendant 15 mn, 
refroidi a 42 °C pendant 5 mn, et 25 fil de la solution 
enzymatique de la trousse (contenant de 1 ' ARN polymerase 
T7 et de la reverse-transcriptase) sont ajoutes. 

20 -la reaction est incubee pendant 1 heure a 42 °C, 

puis analysee en utilisant les reactifs de detection de la 
trousse, suivant la technique "Hybridization Protection 
Assay" (HPA) decrite par Arnold et coll. (Clin. Chem., 
1989, vol. 35, pp. 1588-1594). 

25 -Les reactions sont ensuites lue sur un 

luminometre 450 i (Gen-Probe) et aboutissent a des donnees 
en unites de luminescence relatives (RLU) , la limite de 
positivitS d'un essai etant 30000 RLUs. 

Les donnees obtenues sont indiquees dans le 
30 tableau N+2, et correspondent a trois essais experimentaux 
par conditions testees. 
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Tableau N + 2 



Bacteries/ 
essai 


10 Exp - 3 


10 Exp - 1 


10 Exp + 1 


10 Exp + 3 




Sans 
Vortex 


A 1 C 


AOO 




ny / jo 






Afi*7 
•*o f 


CCA 


A 9 9 


Z J X Z 






O / J. 






i m ■? i An 






41 ft 


AAO 
**** tJ 




7*7ft TQfi 






Aft 
















1 "7 9 


1 A 


de 

variation 
(*) 


Avec 
Vortex 


43117 


457 


1029901 


1079399 






1088 


919609 


125 


1030602 






389 


453 
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Les r§sultats (voir Tableau montrent que la 

realisation du protocole de lyse par billes de verre en 

presence d' agents antimousse permet de detecter dans les 

-3 

5 Schantillons biologiques une quantity §quivalente a 10 
bact§ries/essai , soit une quantite equivalante a 1 a 10 
copies de ribosomes de maniere sensible. En comparaison, 
I 1 absence de lyse (sauf chauffage initial en presence de 
detergent pour 1 1 inactivation des echantillons) ne peut 
10 d§tecter que 1' equivalent de 10 a 1000 bacteries par 
essai, soit 10 000 fois moins qu 1 avec la methode de lyse 
utilisee. 



WO 99/15621 



PCT/1B98/01475 



36 

Ces resultats montrent la validite du protocole 
associant la lyse de bacteries par choc mecanique en 
presence de billes (a l'aide d'un vortex ou autre) 
combinee a 1 'utilisation d' agents antimousse. La 
5 combinaison d'un procede de lyse par agitation de billes 
est done parf aitement adaptee. 
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REVENDI CATIONS 

1. Proc§de de lyse d'un echantillon biologique 
comprenant au moins un micro-organisme de type bact^rie, 
5 pour lib£rer au moins un materiel nucleique d'int6r£t 
appartenant audit micro-organisme, selon lequel: 

- on dispose dans un contenant ledit echantillon 
biologique en milieu liquide, 

- on dispose dans ledit contenant au moins un 
10 mat6riau particulaire , relativement dur, et 

substantiellement inerte par rapport au materiel 
nucleique, 

- on soumet le melange de 1 1 echantillon biologique 
et du mater iau particulaire a un mouvement, 

15 caracterise en ce que, en combinaison: 

le mouvement choisi est de type vortex, et repond 
aux conditions suivantes: 

- le materiau particulaire est constitue de billes 
de diam£tre compris entre 9 0 et 150 /xm, et 

20 - le volume apparent des billes , Vb, et le volume 

de 1 'echantillon liquide, Ve, sont lies par la relation Ve 
= a.Vb, avec a compris entre 1,4 et 10 lorsque le 
contenant est de forme tubulaire, et a inferieur ou egal a 
2,1 lorsque le contenant est de forme disque, 

25 moyennant quoi, sans ajout de reactif et/ou etape 

operatoire supplementaire , on libere directement dans le 
milieu liquide le materiel nucleique a 1 1 etat natif et 
accessible a tout reactif de traitement poster ieur, 

30 2. Procede de lyse d'un echantillon biologique 

comprenant au moins un micro-organisme de type levure, 
pour liberer au moins un materiel nucleique d'interet 
appartenant audit micro-organisme, selon lequel: 

- on dispose dans un contenant ledit echantillon 
35 biologique en milieu liquide, 
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- on dispose dans ledit contenant au moins un 
materiau particulaire , relativement dur, et 
substantiellement inerte par rapport au materiel 
nucleique, 

5 - on soumet le melange de 1 1 echantillon biologique 

et du materiau particulaire a un mouvement, 

caracterise en ce que, en combinaison: 
le mouvement choisi est de type vortex, et repond 
aux conditions suivantes: 
10 - le materiau particulaire est constitue de billes 

ayant un diametre d 1 environ 500 fxm, et 

- le volume apparent des billes , Vb, et le volume 
de 1 ' Echantillon liquide, Ve, sont lies par la relation Ve 
= a.Vb, avec a compris entre 1,4 et 10 lorsque le 

15 contenant est de forme tubulaire, et a inferieur ou egal a 
2,1 lorsque le contenant est de forme disque, 

moyennant quoi, sans ajout de react if et/ou etape 
operatoire supplementaire, on libere dans le milieu 
liquide le materiel nucleique a l'etat natif et accessible 

20 a tout reactif de traitement posterieur. 

3. Proc^de selon la revendication 1, caracterise 
en ce que le materiau particulaire est constitue de billes 
ayant un diamfetre d» environ 100 fxm. 

25 

4. Procede selon les revendications 1 ou 2, 
caracterise en ce que le mouvement de type vortex repond 
en outre a la relation suivante: 

Vb < Ve < Vc, selon laquelle 
Vc = p.Ve, et 

30 p est super ieur ou egal a 2,5, Vc etant le volume 

utile du contenant, 

5. Proc6de selon la revendication 1 ou 2, 
caracterise en ce que le contenant est de forme tubulaire, 

35 de preference a fond en forme de U. 
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6. Precede selon la revendication 4, caracterise 
en ce que P est un nombre compris entre 2,5 et 30. 

5 7. Procede selon les revendications 1 ou 2, 4 et 

5, caracterise en ce que le contenant est un tube a fond 
tronconique, et a est un nombre compris entre 1,4 et 3,3, 
et P est un nombre compris entre 2,5 et 15, de preference 
entre 3,75 et 15. 

10 

8. Procede selon les revendications 1 ou, 4 et 2 
et 5, caracterise en ce que le contenant est un tube a 
fond en forme de U, et a est un nombre compris entre 1,4 
et 3,3, de preference est egal a 3,3, et P est un nombre 

15 compris entre 3 et 30, de preference entre 12 et 30, par 
exemple egal a 20. 

9. Procede selon la revendication 1 ou 2 , et 4 
caracterise en ce que le contenant est sous forme disque 

20 et a est inferieur ou egal a 1,4 et P est superieur ou 
egal a 9,3. 

10. Procede selon la revendication 1 ou 2, 
caracterise en ce que le materiau particulaire comprend 

25 d' autres billes de diametre superieur a celui desdites 
billes. 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise 
en ce que le contenant comprend jusqu'a y compris 16 

30 autres billes, de preference jusqu'a y compris* 10 autres 
billes, ayant un diametre egal a environ de 2 a 3 mm, . 

12. Procede selon la revendication 1 ou 2, 
caracterise en ce que 1 1 on ajoute une substance anti- 

35 mousse S une concentration finale de 0,01 a 1%, de 
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pr§f6rence de 0,5 a 1% du volume de 1 1 echantillon liquide, 
Ve. 

13. Proc§d6 selon la revendication 12, caract£ris6 
5 en ce que l'on ajoute en outre un detergent de type 

anionique a une concentration finale de 2,5% du volume de 
1 'echantillon liquide , Ve. 

14. Precede selon la revendication 1 caracterise 
10 en ce que le temps de mise en mouvement de type vortex est 

au moins 6gal a 10 secondes, de preference au moins egal a 
2 0 secondes, par exemple entre 1 et 5 minutes, 

15. Procede selon la revendication 14, caracterise 
15 en ce que le temps de mise en mouvement de type vortex est 

d 1 environ 2 minutes. 

16. Procede selon la revendication 2 caracterise 
en ce que le temps de mise en mouvement de type vortex est 

20 compris entre 8 et 2 0 minutes. 

17. Procede de traitement d'un echantillon 
biologique comprenant au moins un micro-organisme de type 
bacterie ou levure, comportant un materiel nucleique 

25 d'interet, selon lequel: 

- on procede a une lyse dudit echantillon, selon 
le proced6 selon I 1 une quelconque des revendications 1 a 
16, 

- on soumet 1 1 echantillon biologique lyse, avec ou 
30 sans le materiau particulaire ayant servi a~ la lyse, 

directement a un protocole operatoire concernant 
specif iquement le materiel nucleique d'interet, par 
exemple amplification ou detection nucleique. 



35 18. Contenant a usage unique, pour la mise en 

oeuvre d'un procede selon l'une quelconque des 
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revendications la 16, caracterise en ce qu'il comprend 
une charge d'un mater iau particulaire adaptee, en fonction 
d'un volume predetermine de 1 1 echantillon biologique, a la 
mise en oeuvre directe du procede selon l'une quelconque 
5 des revendications 1 i 15, 
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FIGURE 9 
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considere comma particulierement pertinent 

"E" document anterieur, male publle a la date de depdt international 
ou aprds cette date 

"L" document pouvant Jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication a* une 
autre citation ou pour une rate on epeciale (telle qu'indlquee) 

"O" document se referent a une divulgation orale, a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 
"P" document publie avant la date de depdt International, mate 

posterleurement a la date de priorite revendiquee 



T" document utterieur publie apres la date de depot International ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constltuant la base de I'lnventlon 

"X" document particulierement pertinent; finven tion revendiquee ne peut 
etre consider6e com me nouvelle ou comme impiiquant une activite 
inventive par rapport au document considere isoiement 

"Y" document particulierement pertinent; finven tlon revendlqude 

ne peut dtre consider4e comme impiiquant une activite inventive 
lorsque le document est as&octe a un ou ptusieurs autres 
documents da meme nature, cette combinaison etant evident e 
pour une personne du metier 

N &" document qui fait partle de la mdme famiile de brevets 



Date a laquelle ta recherche Internationale a ete effectivement achevee 



11 janvier 1999 



Date d*expe"dition du present rapport de recherche intemationale 



26/01/1999 



Nom et adresse postale de ('administration chargee de la recherche intemationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fondionnaire autorise 



Coucke, A 



Formulako PCT/ISA/210 (deuxiAme fauflle) (julUot 1992) 



page 1 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



OetT » Internationale No 

PCT/IB 98/01475 



C.<suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie " Identification des documents cites, avec.te coo ocheant, I'lndicattondes passages pertinents 



no. das revendicatlons vise as 



EP 0 317 803 A (ABBOTT LAB) 31 ma1 1989 
voir revendicatlons 

EP 0 288 618 A (GEN PROBE INC) 
2 novembre 1988 
voir revendicatlons 

US 5 464 773 A (MELENDEZ LUIS A ET AL) 
7 novembre 1995 

voir colonne 2, Hgne 14 - Hgne 24; 
revendicatlons 

US 4 666 850 A (MEHL JACK J ET AL) 
19 mal 1987 

voir revendicatlons; figures 

EP 0 341 215 A (CIBA GEIGY AG ;UCP GEN 
PHARMA AG (CH)) 8 novembre 1989 
voir revendicatlons 

EP 0 284 044 A (ZYMOGENETICS INC) 
28 septembre 1988 

voir page 7, allnea 4; revendicatlons 

US 4 775 622 A (HITZEHAN RONALD A ET AL) 
4 octobre 1988 

voir revendicatlons; exemples 



1,3 



1,2, 
15-18 



1-10 



1-6,8,9, 
15 



4,6,8,9, 
15 



4,6,8,9, 
15 



4,6,8,9, i 
15 
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Document brevet cite 


Date de 


Membre(s) de la 


Datede 


au rapport de recherche 


publication 


famille de brevet(s) 


publication 



US 5643767 



01-07-1997 



EP 
JP 
U0 



0755401 A 
10501685 T 
9528409 A 



29-01-1997 
17-02-1998 
26-10-1995 



US 4295613 



20-10-1981 



AUCUN 



FR 1576299 A 25-07-1969 
EP 0317803 A 31-05-1989 



NL 


6811627 


A 


20- 


-02- 


•1969 


US 


4873035 


A 


10- 


-10- 


•1989 


AU 


2571588 


A 


25- 


-05- 


■1989 


CA 


1336067 


A 


27- 


-06- 


•1995 


DE 


3881350 


A 


01- 


-07- 


•1993 


DE 


3881350 


T 


18- 


-11- 


•1993 


ES 


2056874 


T 


16- 


-10- 


1994 


JP 


2139029 


A 


29- 


-05- 


•1990 


US 


5017501 


A 


21- 


-05- 


1991 



EP 0288618 A 02-11-1988 



US 5464773 A 07-11-1995 



AU 


604684 


B 


03-01-1991 


AU 


7040487 


A 


24-09-1987 


CA 


1296604 


A 


03-03-1992 


JP 


2026041 


C 


26-02-1996 


JP 


5028599 


B 


26-04-1993 


JP 


62236478 


A 


16-10-1987 


JP 


2097840 


C 


02-10-1996 


JP 


5068553 


A 


23-03-1993 


JP 


8013272 


B 


14-02-1996 


US 


5374522 


A 


20-12-1994 


AUCUN 









US 4666850 A 19-05-1987 



EP 0341215 A 08-11-1989 



AU 


562681 


B 


18-06-1987 


AU 


2906184 


A 


02-05-1985 


BR 


8403243 


A 


11-06-1985 


DK 


512484 


A 


29-04-1985 


EP 


0143329 


A 


05-06-1985 


JP 


1403489 


C 


09-10-1987 


JP 


60102560 


A 


06-06-1985 


JP 


62009316 


B 


27-02-1987 


MX 


172788 


B 


13-01-1994 


US 


4886071 


A 


12-12-1989 


AT 


124086 


T 


15-07-1995 


AU 


614121 


B 


22-08-1991 


AU 


3382889 


A 


09-11-1989 


DO 


283839 


A 


24-10-1990 


DE 


68923123 


D 


27-07-1995 


DE 


68923123 


T 


30-11-1995 


DK 


217589 


A 


05-11-1989 


ES 


2072918 


T 


01-08-1995 


FI 


892114 


A 


05-11-1989 


IE 


66044 


B 


13-12-1995 


IL 


90170 


A 


31-12-1995 


JP 


2104279 


A 


17-04-1990 


JP 


2107291 


C 


06-11-1996 


JP 


8024565 


B 


13-03-1996 


KR 


9705584 


B 


18-04-1997 


MX 


169508 


B 


08-07-1993 


NO 


180593 


B 


03-02-1997 
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Document brevet cite 




Date de 


Membre(s) de la 




Date de 


au rapport de recherche 




publication 


lamille de brevet(s) 




nub Ilea tion 


EP 0341215 


A 


PT 


90436 A,B 


30-11-1989 


EP 0284044 


A 


28-09-1988 


CA 


1 OUHUcU 


A 


23-06-1992 






DE 


•JOOODO i 


If 


28-04-1994 






DE 


OOOOOD 1 


T 

1 


01-09-1994 






DK 


10:7100 


A 

M 


14-12-1988 






JP 


1 fil ACQ7 
1U100O/ 


A 

A 


20-01-1989 






JP 




p 
D 


10-09-1998 


US 4775622 


A 


04-10-1988 


AU 




p 
D 


07-07-1988 






AU 




A 

A 


15-09-1983 






BG 




A 

A 


16-10-1989 






BR 


ooUllbu 


A 

A 


22-11-1983 






CZ 


ooUlOUo 


A 

A 


16-07-1997 






DD 


on7oon 


A 

A 


22-02-1984 






DE 




A 

A 


17-11-1983 






DE 


Joo2o94 


A 

A 


22-07-1993 






DK 


111 OQ1 


A D 

A,B, 


28-10-1983 






EP 


no ftftfi^p 

UUOOUJl 


A 
M 


14-09-1983 






FI 


830774 


A 


09-09-1983 






FR 


2523152 


A 


16-09-1983 






GB 


2116567 


A,B 


28-09-1983 






GR 


78506 


A 


27-09-1984 






IE 


55743 


B 


02-01-1991 






OP 


8029111 


B 


27-03-1996 






JP 


58174396 


A 


13-10-1983 






JP 


6181779 


A 


05-07-1994 






OA 


7338 


A 


31-08-1984 






PT 


76360 


B 


12-02-1986 






ZA 


8301569 


A 


25-04-1984 
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